




2019 年度 修士論文要旨 
HIF-1α の発現量及び活性制御における Ref-1,PHD2 のチオール基の重要性の検討 
関西学院大学大学院理工学研究科 
生命医化学専攻 今岡研究室 中西望 
低酸素感受性因子(HIF-1α)は、酸素濃度依存的にプロリン残基水酸化酵素(PHD)によって
その発現量が調節されており、近年 HIF-1α と同様の作用を持つ HIF-2α が同定されてい
る。PHD は 3 種のアイソフォームがあり、主に PHD2 が HIF-1α の発現量を制御してい
る。さらに、HIF-1α は酸素濃度非依存的にも酸化還元因子(Ref-1)によって調節されてい
る。まず、Ref-1 過剰発現(O.E.)による HRE プロモーター活性を Luciferase Assay を用いて
検討した結果、活性上昇が見られ、HIF-1α の転写活性を増加させることが示唆されたが、
Ref-1 O.E.により HIF-1α の下流因子である EPO mRNA 量が減少した。次に、HIF-1α の
発現量に Ref-1 過剰発現(O.E.)または Ref-1 ノックダウン(K.D.)が与える影響について検討
した結果、Ref-1 O.E.によって HIF-1α のタンパク発現量が減少し、Ref-1 K.D.によってそ
の発現量が増加した。一方で、HIF-1α mRNA 量には変化が見られなかったことから、  
Ref-1 による HIF-1α の発現量の減少はタンパク質レベルでの制御であることが示唆され
た。Ref-1 と HIF-1α の相互作用について免疫沈降法を用いて検討したが相互作用が見られ
なかったことから、Ref-1 が HIF-1α に与える影響は間接的なものである可能性が考えられ
た。そこで、HIF-1α の発現量を調節している PHD に対する Ref-1 の作用について PHD
阻害剤である DMOG を用いてその影響を検討したところ、DMOG 存在下では Ref-1 O.E.
による HIF-1α の発現量の減少が見られなくなった。さらに、Ref-1 O.E.により PHD2 の
タンパク質発現量及び mRNA 量が増加し、HIF-1α K.D.によって PHD2 mRNA 量は減少
した。さらに、Ref-1 O.E.時に見られた PHD2 mRNA の増加は HIF-1α K.D.時には見られ
なくなった。このことから、Ref-1 による PHD2 の発現量の増加は HIF-1α 依存的である
ことが示唆された。また、Ref-1 の還元活性中心である Cys-65 を Ser に置換した変異体を
O.E.させた結果、Ref-1 O.E.で見られた HIF-1α 発現量の減少及び PHD2 発現量の増加が
見られなくなった。このことより、Ref-1 の還元活性が PHD2 を介して HIF-1α の発現量
調節に関与することが示唆された。ところで、PHD2 の Cys 残基の酸化還元状態もその活
性に影響を及ぼすことが明らかになっているので、PHD2 の Cys 変異体を用いて PHD2 の
酸化還元状態の変化が HIF-1α に与える影響を検討した結果、HIF-1α の発現量の調節に
は PHD2 の Cys-24 が関与することが示唆された。さらに、Ref-1 O.E.が HIF-1α に与える
影響を経時的に検討した結果、低酸素 3 時間処理で CA9、HIF-1α mRNA 量が増加し、6、
9 時間処理ではその増加がなくなった。一方で、低酸素 3、6 時間処理で EPO、HIF-2α 
mRNA 量が減少した。CA9 は HIF-1α、EPO は主に HIF-2α によって転写調節されてい
ることから、Ref-1 は HIF-1α の転写活性を増強し CA9 mRNA 量を増加させるが、時間経
過に伴って PHD2 の発現量も増加することで、HIF-1α の発現量が減少し、CA9 mRNA 量
が減少すると考えられた。また、Ref-1 が HRE プロモーター活性を増加させる一方で、EPO 
mRNA 量を減少させるのは、Ref-1 が HIF-1α だけでなく HIF-2α のタンパク質発現量に
影響を与えている可能性があることが、この矛盾の１つの要因であることが示唆された。 
